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RESUMO 
Os aromatizantes têm sido amplamente utilizados para tornar mais atraente os  alimentos 
fabricados industrialmente. No entanto nos últimos anos tem-se observado uma discriminação 
dos produtos derivados de fontes artificiais, por serem popularmente considerados prejudiciais 
saúde. Ern função dessa pouca aceitação por parte do público, métodos alternativos para 
produção de aromatizantes vêm sendo pesquisados. 
O presente trabalho é uma proposta de  análise por cromatografia gasosa para se 
acompanhar a biotransforrnação do Acido ricinoleico à y-decalactona utilizando-se 
microrganismos do gênero  cândida (cândidas guilhermondi, linhagens brasileira). A y-
decalactona é o principal componente responsável pelo aroma do pêssego, possui odor agradável 
e é um potente aromatizante encontrado na natureza. 
Inicialmente foram desenvolvidas as curvas de calibração para o ácido ricinoleico, na 
forma de éster, e para a y-decalactona . Os limites de detecção foram 50 e 10 mg L-I 
respectivamente, com intervalos lineares de concentração entre 50 e 250 mg L-I (DPR<10%) 
para a y-decalactona e entre 100 e 500 mg I: I (DPR,10%) para o ricinoleato de metila. Apesar 
da boa precisão do método e também do excelente percentual de recuperação dos  padrões 
utilizados (>95%), os resultados a partir dos extratos de carne indicaram que a y-decalactona não 
esta sendo produzida ou pode estar sendo produzida em quantidades abaixo do limite de 
detecção. É  possível que outros experimentos tenham que ser realizados em intervalos de tempo 
acima de 36 horas ou então pode ser que as próprias cândidas estejam se alimentando da y-
decalactona ou dos outros produtos  intermediários formados ao longo da biotransformação do 
Acido ricinoleico. 
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1.0 INTRODUÇÃO. 
1.1 Flavorizantes 
Aromas, aromatizantes e/ou flavorizantes são substâncias  químicas ou misturas 
possuidoras de propriedades  odoríferas e/ou sdpidas, capazes de conferir/ou intensificar o 
aroma e o sabor dos alimentos. Os sabores e as fragrâncias são extremamente importantes 
para as indústrias de alimentos, de cosmético e fármacos. A maioria dos compostos de sabor 
disponíveis são produzidos através da  síntese ou da extração química' 
Ultimamente tem-se constatado uma discriminação entre produtos derivados de fontes 
naturais em detrimento aos artificiais. Em função disto, existe uma classi ficação rigorosa 
quanto A procedência do aroma. 
Aroma natural: provem de matéria-prima aromatizante natural de produtos de origem 
animal ou vegetal. Ex.: mentol, castanhas, favas de baunilha. Desta forma podemos dizer que 
entre os aromatizantes temos sucos de frutas ou vegetais, ervas e especiarias, produtos 
obtidos por síntese ou através de modificações  químicas de produtos naturais, produtos 
obtidos biotecnologicamente a partir de substratos naturais entre outros. 
Aroma idêntico ao natural: substância quimicamente definida dotada de propriedades 
organoléticas obtidas por síntese ou outro processo químico adequado e que apresenta 
estrutura idêntica A da substância aromatizante natural. Os aromatizantes idêntico ao natural 
podem ser usados em conjunto com aromatizante natural dando origem ao aroma natural 
reforçado. 
Aroma artificial: substância quimicamente definida dotada de propriedades organoléticas 
obtida por síntese ou outro processo químico adequado e que ainda não foi encontrado na 
natureza. Ex.: etil-vanilina. 
Os inconvenientes de síntese de aromas artificiais  químicos são a formação de misturas 
radmicas indesejáveis e da aversão crescente do consumidor para os produtos  químicos 
adicionados a seu alimento, cosméticos e outros produtos da casa. Isto fez com que as 
companhias do sabor dirijam sua atenção para os compostos de sabor de origem biológica, 
chamados assim naturais ou dos bio-sabores. 
A bioformação toma-se favorável devido A menor quantidade e custo de reagentes. 
rendimentos mais altos, taxas de reações mais rápidas, condições de reações mais suaves 
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além de apresentar enantio-estereoseletividade 2. Nos últimos anos tem havido um aumento 
na demanda por produtos naturais incluindo aromatizantes naturais. I 
Um doa maiores desafios da biocatalise é encontrar precursores naturais para obter aromas 
naturais visto que hi um preferente incremento de consumo para aditivos "NATURAIS" 
alimentares. 
No Brasil os produtos aromatizantes são fiscalizados pelo Ministério da Saúde, SIPA 
(Secretaria de Inspeção de produtos animais) e Ministério da Agricultura 
1.2 Biotransformação. 
A y-decalactona possui odor agradável e é um potente aromatizante encontrado na natureza 
sendo o componente principal do aroma de pêssego. A y-decalactona é produzida a partir do 
Acido ricinoleico (C18li3402) que é um Acido graxo derivado do óleo castor obtido da prensagem 
de sementes de mamona (Ricinus communis ), que possuem 50% de óleo e estes pôr sua vez 
possuem de 80 a 90% de Acido ricinoleico. 
A biotransformaçã'o do ácido ricinoleico que é metabolizado ao éster 4-hidroxidecanáico 
e lactonizado a y-decalactona 3(Figura 1), se faz utilizando microrganismos do gênero Cândida, 
cândidas guilhermondi (linhagens brasileiras) capazes de degradar o óleo castor a y-
decalactona. 
IDO RICINOLEICO C10434°3 
(1311 
(I) 
ACIDO 6-HIDROXI-3-DOCENOICO (C12) (2)  
ACID06-HIROXIZ0DECANtlica (C12) (3)  
COCH 
OH 
ACIDO 4- HIDROXI DECANOICO ( C 10 ) (4)  
7.DECALACTONA (C10) (5)  
Figural:Oxidaçao degradativa do ácido ricinoleico a y-decalactona por cândidas guillermondi 
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2.0 Caracterização dos compostos de trabalho. 
Com o intuito de caracterizar as substâncias de trabalho foram obtidos espectros de 
massa de padrões através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massas (CG-EM). As figuras 2, 3 e 4 contêm informações sobre esses compostos. 
2.1 7-decalactona 
Formula Molecular: C101-11802 
Massa Molar: 170,25 
Ponto de ebulição: 281 °C 
Espectro de massas 
FIGURA 2- Espectro de massa da y-decalactona tirada no cromatógrafo gasoso acoplado a 
um espectrômetro de massa modelo CG-MS QP 2000A Shimadzu. 
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2.2 Ricinoleato de metila 
Formula molecular C19H3603Si(CH3)3 
Massa Molar 400,58 g mor' 
Espectro de massas 
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FIGURA 3 - Espectro de massa da ricinoleato de metila tirado no cromatógrafo gasoso 
acoplado a um espectrômetro de massa modelo CG-MS QP 2000A da Shimadzu. 
2.2 Estearato de metila 
Formula molecular Ci9H3802 
Massa molar 298,5 g moi l 
Espectro de massas. 
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Figura 4 - Espectro de massa do estearato de metila tirado no cromat6grafo gasoso 
acoplado a um espectrômetro de massa modelo CG-MS QP 2000A da Shimadzu. 
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3.0 Objetivo Geral 
• Desenvolver uma metodologia analítica que permita acompanhar a produção de y-
decalactona a partir do  ácido ricinoleico por cromatografia gasosa. 
Objetivos específicos 
• Realizar curvas de calibração dos compostos y-decalactona e ricinoleato de metila 
• Acompanhar o consumo do acido ricinoleico e a produção de y-decalactona. 
4.0 Parte Experimental. 
4.1 Solventes e Reagentes 
Foram usados os seguintes solventes: Acetato de Etila (Grau pesticida), éter (PA.). 
Reagentes: .BSTFA (Sigma Aldrich), etanol (P.A.) , p-tolilsulfonilnitrosamida. 
Padr5es: y-decalactona (Fuka), 
 ácido ricinoleico (Fuka), estearato de metila (Sigma 
Aldrich) 
4.2 Equipamentos. 
Cromatógrafo a gas modelo CG — 17 A, da Shimadzu, equipado com detector por 
ionização em chama (DIC) e acessórios Integrador/ Processador; cromatógrafo acoplado a 
espectrômetro de massa modelo CG-MS QP 2000A da Shimadzu, coluna capilar DB-1 
(J&W Scientific) 30 m x.0,25 mm d.i. e 0,25 p.m de espessura da fase estacionária coluna 
capilar DB-17 (J&W Scientific) 30mx.0,50 mm d.i, e 0,25 pm de espessura da fase 
estacionária. Gases especiais para cromatografia gasosa (nitrogênio, oxigênio e hidrogênio 
da White Martins S.A), estufa-Fanem 315 SE, balança de  precisão AD-4- Perkin Elmer. 
4.3. Lavagem da vidraria 
Toda a vidraria utilizada foi lavada com detergente neutro, em seguida aquecida em 
solução com o mesmo detergente por aproximadamente 2 horas, imersas em solução 
hidroalcoólica (preparada a partir de 210g de KOH em 1 litro de Agua e Y2  litro de etanol) e 
fervida por 20 minutos. Por fim enxaguada com Agua destilada em abundancia e seca na 
estufa. 
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4.4 Método de extração das amostras 
Foram retiradas durante 36 horas aliquotas de 80 mL do meio de biotransformação 
(o meio de biotransformação  possuía 20 g L i de extrato de carne, 10 g L-1 de ácido 
ricinoleico e a cultura de cândidas guilhermondi) em tempos de 0, 12, 18, 24 e 36 h. Estas 
al iquotas foram extraídas com éter com objetivo de recuperar os anal itos, concentradas 
cm rota-evaporador e secas sob fluxo de N2. Em seguida, as amostras foram  diluídas com 2 
nil de acetato de etila e guardadas no congelador até o momento da análise por 
cromatografia gasosa. 
4.5 Analise das Amostras 
As amostras armazenadas no congelador foram secas sob fluxo lento de N2, 
esterificadas pelo método do diazometano (item 4.6) e diluídas a lmL com acetato de etila. 
Retiraram-se aliquotas de 50 1AL que posteriormente foram silanizadas com BSTFA(item 
4.7). 
Foi adicionado similarmente a cada amostra 100 j.tL de padrão interno e 
completadas ao volume de 5mL com acetato de etila. A partir desta solução, retiraram-se 
aliquotas de 1,2 JAL que foram injetadas manualmente em triplicata usando as condições de 
análise descrita na tabela 1. 
4.6 Esterificação do Acido Ricinoleico. 
Solução de diazometano. 
Adicionaram-se 50 mL de etanol em 70 mL de uma solução aquosa de NaOH 0.1 M de 
hidróxido de sódio em água. Colocou se esta solução em um balk) de destilação de 200 
mL, adaptado com um funil. 
Aqueceu-se o balão de destilação em banho-maria a 60-65  ° C, adicionou-se uma solução 
de p-tolilsulfonilmetilnitrosamida em éter no funil e introduziu-se lentamente por 
gotejamento no baldo de destilação por aproximadamente 30 minutos.  Após o funil 
esvaziar-se adicionou-se mais 30 mL de éter e destilou-se a solução até que o éter do baldo 
de destilação tornou-se incolor. 0 destilado ( solução de diazometano) foi recolhido em um 
frasco coletor resfriado em banho de gelo. 
Devido a toxicidade do diazometano o processo foi realizado na capela. 
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A solução de diazometano preparada foi adicionada em excesso As amostras de 
ácido previamente livres de solvente (secadas por fluxo de nitrogênio). Até cessar o 
desprendimento de Os e a solução adquirir uma coloração amarelada, após as amostras 
ficaram na capela até a evaporação do éter. A Figura 5 mostra o exemplo da esterificação 
de um ácido pela solução de diazometano. 
R-C; 1.7) OH + 142 , 	 RCOCCH3 +14 ,3 
Figura 5- Exemplo de uma reação de esterificação de um ácido carboxilico pelo 
reagente diazometano. 
4.7 Silanização do ricinoleato de metila 
0 termo derivatização (ou derivação) refere-se, em cromatografia gasosa, A 
transformação de um composto químico em outro com o intuito de obter-se uma análise 
mais rápida, conveniente ou mais precisa. Esta melhora pode ser realizada tanto na etapa de 
preparo da amostra quanto na etapa de  análise. 0 novo composto formado geralmente 
apresenta uma ou mais das seguintes vantagens em relação ao composto de partida: mais 
fácil de ser extraído ou cromatografado; medido com maior sensibilidade ou exatidão; ou 
mais facilmente separado de interferencias4 . 
Uma das maiores limitaVies da cromatografia gasosa pode ser contornada através da 
derivatização: a elevada polaridade, baixa volatilidade e/ou estabilidade térmica de vários 
compostos orgânicos, particularmente biomoléculas e ácidos graxos. Assim, muitas 
moléculas excluídas da análise por cromatografia gasosa quando no estado "livre" podem 
ser adequadamente analisadas na forma de um derivado. Compostos contendo massa 
molecular elevada e grupos polifuncionais (COOH), (OH), (NH2), (=NH) não são, 
usualmente, adequados A. análise direta por cromatografia gasosa. Em geral, estes grupos 
funcionais tornam o composto bastante polar reduzem sua volatilidade tornando o tempo de 
retenção demasiadamente longo. Em casos extremos, o composto não é eluido da coluna 
cromatograficas . 
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Em geral compostos como ácidos graxos contendo os grupos (COOH) e hidroxila 
(OH) apresentam elevada polaridade a conversão dos  ácidos em ésteres metlicos permite 
uma analise quantitativa segura, transformando o grupo OH do ácido em OCH3. 
0 método baseia-se na substituição do hidrogênio do grupo OH pertencente a 
substancia em análise pelo grupo TMS (trimetil silil) do reagente BSTFA (N,0- 
bis(Trimetilsill)tTifluoraseetamida) conforme figura 6. 
Com a introdução do grupo trimetil sill (-Si(CH3)3  diminuímos a polaridade do 
ricinoleato de metila e aumentamos sua volatilidade, desta forma através da derivação. 
conseguimos medir com maior sensibilidade e precisão o composto de partida. 
SicH3 
Figura 6 - Produto da silanização do ricinoleato de metila pelo reagente N,0 - Bis 
(Trimetil-sili I) Trifluoracetamida (BSTFA). 
Procedimento 6 
Adicionou-se 30 pt de BSTFA a cada massa de ricinoleato de metila  .Após 
adicionar um fluxo rápido de N2 a mistura foi tampada e colocada na estufa a 60 °C 
durante uma hora, após este período excesso de reagente foi secado com fluxo de 
nitrogênio. 
A análise cromatográfica conforme item 4.5 e 4.7 do derivado foi feita no máximo 
ern 48 hs após a silanização devido a instabilidade do derivado formado. 
4.8 Preparação das Soluções Padrão de y- decalactona e ricinoleato de metila. 
Pesaram-se 25,7 mg de y-decalactona.sendo em seguida transferida para um balão 
volumétrico de 10 mL e completado com acetato de etila, resultando em uma solução 
estoque de concentração 2570 mg.L -I .Usando uma seringa volumétrica de 100 pt, foram 
retiradas aliquotas de 97,2 , 194,5, 292, 390 e 486 p.L. Essas aliquotas foram transferidas 
para balões de 5 mL depois foi adicionado acetato de etila, resultando nas concentrações 
finais 50, 100, 150, 200, e 250 mg.L-I . Esta faixa de concentração foi usada para construir a 
reta de calibração. 
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Para o ricinoleato de metila pesou-se 50 mg de ricinoleato de metila sendo em 
seguida transferido para um baldo volumétrico de 10 ml, e completada ao volume 
adicionando-se acetato de etila. A partir desta solução estoque 5000 mgr usando uma 
micro seringa de 100 L aliquotas de 100, 200, 300, 400 e 500 lit foram transferidas para 
mini-frascos a partir dos quais o solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogênio. Após 
adicionou-se 301..it de agente silanizante BSTFA (N,O-Bis (trimetilsilil) Trifluoracetamida) 
os mini-frascos foram colocados na estufa pôr 1 hora a temperatura de 60 °C após o 
excesso de agente silanizante foi evaporado, as soluções foram transferidas para balões 
volumétricos de 5 mL e completas ao volume adicionando acetato de etila, a concentração 
final das soluções padrãode ricinoleato foram 100, 200, 300, 400, e 500 mg. 1: 1 . esta faixa 
de concentração foi usada para construir a reta de calibração. 
4.9 Preparação do Padrão Interno Estearato de Metila. 
Foi pesado 50 mg de estearato de metila e transferido para um balão volumétrico de 
10 mL. Após completado ao volume com acetato de etila, resultando na concentração final 
de 5000 mg.1. -1 foram retiradas aliquotas de 100 t L de solução e adicionou-se 
similarmente a cada solução de 5 mL de y-decalactona e estearato de metila. 
5.0 Resultados e Discussão 
5.1 Otimização das Condições cromatográficas: 
Foram injetadas 1.2 }it das soluções estoque e trabalho para determinar as melhores 
condições de analise, temperatura da coluna, temperatura do injetor e do detector, 
programação de temperatura e atenuações mais conveniente, estipulando o tempo de 
retenção, resolução da coluna e a área minima a ser integrada dos picos cromatográficos. 
Os testes foram realizados usando dois tipos de colunas capilares, fase liquida  apoiar DB-1 
( 100 % dimetil-polisiloxano) e a coluna capilar DB-17, fase liquida intermediaria ( 14% 
cianopropil-fenil, 86% dimetil-polisiloxano). Os melhores picos foram obtidos usando a 
coluna DB-1 apoiar. Esta foi a coluna usada para construção da curva de calibração e 
analise dos anal itos. As condições cromatográficas otimizadas para a separação da y-
decalactona e ricinoleato de metila com a adição do padrão interno, estearato de metila, são 
apresentadas na tabela 1. 
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Tabela I Condições cromatográficas otimizadas para construção das curvas  analíticas e 
análise da y-decalactona e ricinoleato de metila com adição do padrão interno estearato de 
meti la. 
COLUNA. 
Dimensões 
Material 
Fase Liquida 
Espessura do Filme 
TEMPERATURA DA COLUNA 
Temperatura Inicial 
Programação 
Temperatura Final 
GAS DE ARRASTE 
TEMPERATURA DO INJETOR 
FLUXO DO GAS DE ARRASTE 
VOLUME DE AMOSTRA INJETADA 
RAZÃO DE DIVISÃO ("split ratio") 
DETECTOR 
TEMPERATURA DO DETECTOR 
30 m x 0,25 mm d.i. 
Silica Fundida 
D13-1 (100% dimetil-polisiloxano) 
0,25 gm de filme de fase  estacionária 
100°C 
10°C / min. 
310°C 
Nitrogênio 
280°C 
1,4 mLmiri t 
1,2 1AL 
1:40 
Ionização em Chama (DIC) 
310°C 
5.2 Obtenção da reta de calibração 
Método do Padrão interno 
Foi escolhido o método de padronização interna por ser um método extremamente 
útil especialmente pelo fato de que independe de pequenas mudanças em variáveis 
experimentais como temperatura da coluna, fluxo do gas de  arraste, quantidade de amostra, 
e conhecimento exato dos volumes injetados prejudiquem a analise quantitativa. 
Foi adicionado similarmente 100 J.LL de padrão interno (estearato de metila) a cada 
solução de y-decalactona e ricionoleato de metila a ser injetada para construção das retas 
de calibração. A faixa de concentração usada para construir as retas de calibração foi 50 a 
250 mg L I para a .y-decalactona e 100 a 500 mg L-1 para o ricinoleato de metila. As 
soluções foram injetadas em triplicata (Tabela 2 e 3,) e calculado o desvio padrão relativo. 
Os baixos valores do desvio padrão relativo demonstram que foi obtida uma boa precisão 
das medidas. Após as áreas serem obtidas por integração automática (Figura 8 e 10), foram 
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construidos retas de calibração (figura 7 e 9) relacionando-se a razão entre a Area do analito 
e a Area do padrão interno (A 8/A, ) contra a massa do analito dividida pela massa do 
padrão interno(ma/mpi ). 0 programa estatístico usado para construir os gráficos e encontrar 
as equações da reta foi o Origim 4.1. 
Tabela 2. Relação de A a /AN e mA /min das soluções de ricinoleato de metila injetadas em 
triplicata para a construção da curva  analítica usando método da padronização interna o 
padrão interno utilizado foi o estearato de metila conforme descrito no item 5.2. 
maimpl AdApi Média DP' DPRd 
1 0,522 0,503 0,515 0,5133 9,99 x le 1,94 
2 1,288 1,212 1,175 1,226 5,48 x 10-2 4,46 
3 1,865 1,861 1,829 1,851 4,46 x 10-2 1,79 
4 2,447 2,558 2,480 2,480 2,25 x 10.2 0,90 
5 3,268 3,165 3,180 3,180 1,17 x 104 3,67 
ma-massa do ricinoleato de metila. 
mpr massa do padrão interno. 
DPR- Desvio padrão relativo 
3,5 — 
3 0 
2,5 — 
co 2 0 — 
< 
1,5 — 
• 
1 0 —  
ApP-Area do padrão interno 
DP- Desvio padrão. 
Aa- Area do ricinoleato de metila 
• 
• 
• 
 
• 0 5 — 
ma/mpl 
Figura 7- Reta de calibração do  ácido ricinoleico , faixa de concentração de 100 até 500 mg 
Li usando método de padronização interna 	 padrão interno utilizado foi estearato de 
metila. Equação da reta obtida. Y = -0,126 + 0,658 x / r 0,9997 
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1 4.077/1886 
15.775/964 
5 	 10 
Figura 8 Cromatograma do ricinoleato de metila corn concentração de 100 mg le-
1 .Condições de analise conforme descrito na Tabela 1 Pico em 14,077min padrão interno . 
Pico em 15.775 min ricinoleato de metila.. 
Tabela 3 - Relação de Aa /Am e mA /nip' das soluções de y-decalactona faixa de 
concentração de 50 mg 1,-1 até 250 mg I: I injetadas em triplicata para a construção da reta 
de calibração usando método de padronização interna o padrão interno utilizado foi o 
estearato de metila . 
(m8/m i) (AdApi) média DPc DPRd 
0,5 0,321 0,305 0,268 0,298 0,027 9,09 
1,0 0,964 0,863 0,684 0,837 0,141 11,60 
1,5 1,308 1,240 1,520 1,356 0,140 10,30 
2,0 1,878 1,686 2,224 1,929 0,272 14,10 
2,5 2,338 2,296 2,175 2,269 0,084 3,70 
mau-massa da y-decalactona . ApI b-Area do padrão interno 
mou- massa do padrão interno. DP- Desvio padrão 
Aab- Area da y-decalactona DPR- Desvio padrão relativo 
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2,5 
0,5 
0:5 	 1:0 	 1:5 	 2:0 	 2:5 
Mahn pi 
Figura 9- Reta de calibração y-decalactona faixa de concentração de 50 mg L i até 250 mg 
1: 1 usando método da padronização interna. 0 padrão interno usado foi o estearato de 
tila 2. Equação da reta o,btida 
Y= -0,172 + 1,0068/ r = 0,99708 
0,0 
o 
.5 
. 0 
.0 	 5 	 10 
	 15 
• Figura 10- Cromatograma da y-decalactona com concentração de 50 mg L' I .Pico da y-
decalactona a 6.68 min. Pico do padrão interno a 14.29 min. Condições de  análise descrita 
conforme item 5.1. 
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5.3 Quantificação do ricinoleato de metila 
As amostras extraídas nos tempos 0, 12, 18, 24 e 36 horas foram injetadas em 
triplicata ( cromatogramas figura 11) conforme descrito no item 4,5 . Após a Area do 
ricinoleato de metila e do padrão interno serem obtidas por integração automática 
determinou-se as razões entre a Area do ricinoleato de metila e a Area do padrão interno 
(Aa/Apj) (Tabela 4). interpolando as médias de Aa/Api na curva de calibração, determina-se 
a razão ma/mpl multiplicando esta razão pela massa de padrão interno adicionado 
similarmente a cada amostra, calculou-se a concentração em miligramas por litro do 
ricinoleato presente ern cada tempo de extração ( Tabela 5) 
Tabela 4-. Relação entre Areas do analito ricinoleato de metila e do padrão interno (A a/Api) 
para a injeção em triplicata das amostras extraídas nos tempos de 0 a 36 horas. 
(h) Aa/Api Média DP DPR 
0 0,236 0,227 0,216 0,226 1,02 x 10-2 4,51 
12 0,119 0,127 0,114 0,120 6,84 x 10-3 5,70 
18 0,190 0,165 0,180 0,180 1,32 x 10-2 7,33 
24 0,364 0,355 0,417 0,378 3,32x10-2 8,78 
36 0,122 0,125 0,115 0,121 5,02 x 10-3 4,16 
Tabela 5 Concentração de ricinoleato de metila encontrado nas amostras extraidas nos 
tempos de 0 a 36 horas. Quantificadas pelo método do padrão interno. 
(horas)  [1 mg U 1 
53,49 
12 37,30 
18 46,50 
24 76,59 
36 37,53 
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___ 
_,-----f•-________J 
  
    
1 
2 
12 14 16 
Figura 10 Cromatogramas das amostras  extraídas  no tempo de 0 a 36 horas.Pico 1 padrão 
interno. Pico 2 ricinoleato de metila 
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CONCLUSÃO 
0 desvio padrão relativo para todas as amostras analisadas em triplicata foi baixo 
(<10%), o que demonstra a boa precisão obtida com as injeções manuais das soluções. Esse 
fato ratifica o método de padronização interna como método valido para quantificar os 
analitos estudados. Além disso, os processos de derivatização do ácido ricinoleico 
mostram-se válidos, pois os picos cromatográficos foram eluidos da coluna com uma boa 
resolução. 
Não foi possível detectar a y-decalactona em nenhuma das aliquotas que foram 
retiradas e analisadas ao longo das 36 horas do processo  enzimático. No entanto, é possível 
que uma quantidade de y-decalactona inferior ao limite detecção calculado para o método 
(10 mg L-I ) tenha sido produzida ao longo do tempo. 
Não foi observado um nítido decréscimo na concentração de Acido ricinoleico ao 
longo das 36 horas de reação. Tal fato reforça a conclusão de que nenhuma ou muito pouca 
quantidade de y-decalactona foi produzida no intervalo de tempo estudado. 
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